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RESUMEN
La metalotioneína (MT) es una proteína de peso molecular 7 kDa,
de toda célula viva y que une iones minerales y de naturaleza orgánica,
con un contenido elevado en cisteína (20 cisteínas de un total de 60-62
aminoácidos). La apometalotioneína en ausencia de sus iones específi-
cos apropiados tiene estructura primaria lineal que al asociarlos se con-
vierte en globular. Fue descubierta por Margoshes y Vallee en 1957 en
riñón de caballo, como proteína con alto contenido en iones Cd2+, Cu2+,
Fe2+. Kägi de la Universidad de Zürich y Vallee de la Harvard Medical
School han dado a conocer esta proteína organizando reuniones interna-
cionales y a través de diversas revisiones científicas. Nuestras investi-
gaciones han añadido algunos datos de interés al ser considerado este
péptido llamada pequeña proteína bioindicador de exposición a iones de
elementos minerales, cáncer y también en situaciones de anemia ferro-
pénica por elevar su concentración marcadamente en la mucosa intesti-
nal de forma paralela a la transferrina. Su deficiencia en humanos es
bioindicador de susceptibilidad a sufrir intoxicaciones, procesos tumo-
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rales y cáncer, mientras que niveles elevados y la inducción de su ex-
presión génica previene estos trastornos. Es inducida en riñón de conejo
por iones Fe2+, elementos pesados Cd2+, Pb2+ y Hg+ y también por ele-
mentos esenciales como Zn2+, Cu2+ y Ni2+. Por diversas técnicas analí-
ticas se han propuesto numerosas isoformas y subisoformas para las
MTs, y establecido hasta ahora que están expresadas por diez genes
funcionales. La discrepancia sobre el número de isoformas y de funcio-
nes lleva a proponer diferentes significados como bioindicador para
algunas de las isoformas (caso de la MT-3). El pH modifica la cuantía
y número de picos que se manifiestan y a su vez se corresponden con
la separación de isoformas y subisoformas de metalotioneína, en diver-
sas aplicaciones analíticas disponibles: HPLC, HPLC-MS, CZE, RT-
PCR y técnicas inmunohistoquímicas. Los agentes tóxicos la hacen
perder su función biológica específica, y es bloqeada, acumulada y sin-
tetizada de novo manifestándose como bioindicador. Se trata de una
proteína bioindicadora de agresión celular y molecular, como intoxica-
ciones, proliferación, procesos tumorales y cáncer, inducida en todas las
especies vivas y en humanos expuestos en contacto con metales, otros
iones inorgánicos y orgánicos positivos que se unen a los grupos tiólicos
cisteínicos (-SH). Su gran ubicuidad permite aportar iones esenciales
catalíticos para proteínas y reacciones enzimáticas y participar en la
regulación homeostática. Los datos experimentales disponibles explican
por sí solos que su significado bioindicador en la clínica necesita esta-
blecer un método sencillo y rápido para su determinación en sangre y
líquidos biológicos aplicable a los numerosos trastornos patológicos
existentes. Son todavía muy pocos los libros de texto en los que aparece
referenciada la metalotioneína. Esta molécula biomarcadora se sometió
a un marcaje con elementos radioactivos, y así lo hicimos con anterio-
ridad con diversos radionúclidos, o bien estos se aplican como trazado-
res y marcadores de nuevas proteínas y metaloproteínas, su localización
en órganos sistémicos, timo y estructuras cerebrales y para su evalua-
ción cinética. Existen otras proteínas similares a las metalotioneínas
(metallothionein like proteins) sobre las que no trataremos en este capí-
tulo y de las que existen pocos estudios hasta la fecha, halladas recien-
temente en invertebrados con mayor número de aminoácidos y tamaños
moleculares aproximados de 10 y 20 kDa, hasta ahora con 4 y 5 isofor-
mas respectivamente; y sólo algunos trabajos con opiniones diveras sobre
la metalotioneína-3 humana (hMT3), también llamada factor inhibidor
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de crecimiento neuronal humano (hGIF) y por otros bioindicador de
desarrollo de cáncer de vejiga urinaria humana. Su baja concentración
es bioindicador de hipersensibilidad a la intoxicación y predisposición
a trastornos tumorales y cancerosos.
Palabras clave: Metalotioneína. Bioindicador clínico. Cadmio.
Mercurio. Plomo. Zinc. Cobre. Análisis clínicos.
ABSTRACT
Metallothionein and some mineral elements as biomarkers
in toxicology and in clinical analysis
Metallothionein (MT) is a low molecular weight protein (7 kDa)
with a great ubiquity binding metal and organic ions, with a rich content
of cystein (20 cysteins in a total of 60-62 aminoacids). The
apometallothionein in absence of its specific and appropriate ions has a
primary lineal structure converted in globular when there associated.
Discovered by Margoshes and Vallee in 1957 in horse kidney, as a
protein with a high content of Cd2+, Cu2+, Fe2+ ions. Kägi form the
University of Zürich and Vallee from the Harvard Medical School
introduced the knowledge of this protein organizing international
meetings and promoting scientific revisions. Our research contribute
with several data to the knowledge of this peptide called low molecular
weight protein biomarker of metal ions exposition, cancer and also in
case of ferropenic anaemia. Simultaneously, the concentration of both
transferrin and metallothionein increases in the intestinal mucosa of
ferropenic rats than in normal ones. The deficiency of blood-MT is a
biomarker of susceptibility to metal intoxication, tumour processes and
cancer, whereas higher levels and the induction of MT expression or
blood MT transcript appear to be a protective factor against mutagenesis
and carcinogenesis. MT is induced in rabbit kidney by Fe2+ ions, heavy
metals Cd2+, Pb2+ and Hg+ and also by essential and trace elements as
Zn2+, Cu2+ and Ni2+. Several isoforms and subisoforms are encoded by
ten functional genes in humans and determined by the more precise
analytical techniques as: HPLC, HPLC-MS, CZE, RT-PCR and
immunohistochemical staining, although others were also used and
radioimmunoassay don’t give appropriate results. The numerous
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different MT-isoforms expressed by the ten proposed genes possibly
play different functional roles during pathological or aggressive
processes and under various physiological conditions. The different
opinions about the number of isoforms and subisoforms and functions
lead us to propose different roles as biomarker for some of the isoforms
(case of MT-3). The pH modify the number and area of the peaks
resulting from the separation of MT isoforms and subisoforms from
several available analytical applications. Toxic agents induce to the MTs
the loss of the specific biological function, and it is blocked, accumulated
and synthesized «de novo» and is showed as biomarker. Nowadays it is
considered as a biomarker protein of cellular and molecular aggression,
as intoxications, proliferation, tumour processes and cancer. MT is
induced in all species and in humans exposed to the contact with metal
or mineral elements, other inorganic and organic positive ions that they
can bind to the cysteinic thiolic groups (-SH). The great ubiquity lead
to furnish essential and catalytic ions to metalloproteins, enzymatic
reactions and to participate with other molecules to the homeostatic
regulation. The experimental available data explain solely the high
signification as biomarker in clinical chemistry and biochemical
analysis, and show the need to get ready a precise, rapid and reliable
analytical assay in blood and biological fluids. A simple method is
required to apply for pathological diseases. There are even scarcer text
books referring about metallothionein. This biomarker was submitted to
label with several radionuclides in order to pursuit its detection and the
kinetic of the elements in blood and brain structures, we made it before
with several radionuclides mentioned in the text. These are used as
tracers to marker new proteins and metalloproteins, its detection,
localization in systemic organs, thymus and brain structures and for
the kinetic evaluation. There are also other similar proteins to the
metallothioneins (metallothionein like proteins) about which we shall
not treat in this chapter and about which there are scarcer studies. There
are detected in invertebrates containing a higher number of aminoacids
and bigger molecular size approximately of 10 and 20 kDa. Currently
with 4 and 5 isoforms respectively. Only several publications with
different opinions on human metallothionein-3 (hMT3) are known, called
human neuronal growth inhibiting factor (hGIF) and others named
biomarker of development of human urinary vesicle cancer.
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1. BIOINDICADORES EN TOXICOLOGÍA
Bioindicador en toxicología clínica es una molécula en respuesta a
una agresión o efecto físico, químico o biológico, cuya elevación o
inhibición pueda se analizada y evaluada cuantitativamente con rapidez
después de la agresión al ser humano. Los requerimientos ideales que
debe poseer un buen bioindicador son: sensible, específico, rápida de-
terminación y tiempo de respuesta conocido, reproducible, conocido el
mecanismo de reacción, aplicable, de fácil manejo, utilidad práctica, de
bajo coste y poderlo incluir en una batería de ensayos.
Años atrás, si se hubieran conocido y aplicado en la clínica bioindi-
cadores o biomarcadores de enfermedad, podrían haberse resuelto algu-
nos diagnósticos sobre la etiología de la patología física o molecular de
ilustres personalidades. Entre ellas cabe destacar a músicos y pintores
entre numerosos profesionales, como nuestro Goya, que probablemente
sufrían intoxicación por plomo, cadmio o mercurio, iones metálicos con-
tenidos en las pinturas. El plomo procedente de las sales volátiles de plo-
mo, utilizadas en diversos colores de sus pinturas, al que podemos añadir
el cadmio por ser conocido y frecuente en ellas. Otros pintores con efec-
tos tóxicos, entre los casos conocidos comentados en la literatura cientí-
fica, además de Goya, son Fortuny, Van Gogh y Portinari (1, 2). Nume-
rosas profesiones están todavía expuestas a enfermedades profesionales
en el ámbito de la Medicina Legal y Toxicología, y en ellas los bioindi-
cadores en análisis clínicos tienen una gran aplicación en Medicina Pre-
ventiva, Epidemiología y Salud Pública.
Actualmente el amplio uso de compuestos químicos y biocidas, en
progresión creciente constituyen un significativo problema social y eco-
nómico en Salud Pública. Su liberación en el medio ambiente es un
hecho (principalmente antioxidantes alimentarios, plaguicidas y entre
ellos herbicidas, insecticidas y fungicidas) y son un peligro potencial
para la salud humana y medioambiental, y por ello debería ser preveni-
do también para las generaciones futuras. Estos compuestos contaminan
los suelos, el aire, agua y alimentos, siendo un peligro de intoxicación,
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disminución y extinción de las especies, desregulación endocrina y dis-
minución de la fertilidad. Los biocidas pueden incidir además con otros
agentes tóxicos físicos y químicos e inducir a efectos biológicos sinér-
gicos dañinos para la salud y propiciar nuevas patologías, agravando las
hereditarias y en curso de desarrollo. Numerosos productos químicos
son liberados al medio natural como residuos, vertidos y en efluentes,
escapes o accidentes en industrias. Numerosas moléculas tóxicas son
incorporadas a la cadena alimentaria. En caso de larga persistencia,
potente actividad biológica y cantidad por excesivas dosis de fumiga-
ción y contaminación, son un peligro al llegar al hombre en los alimen-
tos, agua y medio ambiente. Se ha especulado que el 80% de todos los
cánceres son de origen tóxico (3).
En este sentido, cada día que pasa, los bioindicadores son más
necesarios porque las fuentes de polución van en aumento, así como el
desarrollo de actividades agrícolas, industriales y tecnológicas que no se
pueden suprimir ni abandonar. Cada vez más, existe una gran masa de
población (China e India) que se incorpora a mantener un elevado estilo
y calidad de vida. La composición del cuerpo humano y animal son el
espejo de la composición del medioambiente. Los bioindicadores en la
clínica y toxicología humana son moléculas detectables mediante análi-
sis, por ser trazadoras o marcadoras que indican cambios patológicos
moleculares en fluidos corporales, células o tejidos, y alertan de la pre-
sencia de contaminantes o de la magnitud de la respuesta al tóxico. El
auge de la industria y nuevas tecnologías para propiciar avances en la
calidad de vida de nuestra sociedad, tiene un coste elevado y grave para
el medioambiente en general, provoca el incremento de sustancias tóxi-
cas en las aguas, en el aire, en los alimentos y en el cuerpo humano en
particular.
2. METALOTIONEÍNA EN TOXICOLOGÍA
La metalotioneína (MT), cuya estructura lineal se representa en la
Figura 1A, descubierta por Margoshes y Vallee en 1957 (4) va tomando
fuerza como bioindicadora de exposición y contaminación de iones
metálicos cada día más frecuentes en tecnología, ambientes industriales
y de la aeronáutica. La concentración de metalotioneína en tejidos bio-
lógicos es inducida por exposición a metales pesados y consta de dos
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isoformas y diversas subisoformas (5, 6). El perfil cromatográfico de los
picos correspondientes a sus isoformas y subisoformas es diferente y
específico por exposición o presencia en el ser vivo de los iones metá-
licos Cd2+, Pb2+, Hg2+ (7). El cadmio es el ion metálico que presenta
mayor fuerza de unión para algunas metalotioneínas (MTs) y desplaza
a otros iones aunque se consideren con mayor afinidad para la molécula.
Expresamos seguidamente en orden creciente, de izquierda a derecha, la
fuerza de unión con mayor energía de los iones principalmente tóxicos
para las apometalotioneínas Entre ellos Zn2+ y Fe2+ son menos tóxicos
que el Cu2+, y los tres son esenciales y se hallan en mayores concentra-
ciones en el hombre:
Fe < Zn < Pb < Bi < Cu, Ag, Hg < Cd
Aunque los iones hierro (Fe2+) podrían ser los esencialmente idóneos
para la metalotioneína (MT), precisamente su gran afinidad, escasa re-
tención y rápida liberación y también la síntesis de novo de la MT en
la anemia, que describiremos más adelante, podría ser la causa de no
hallar Fe2+ en su molécula cuando se la estudia experimentalmente con
otros iones tóxicos de metales pesados con enlaces de mayor energía. En
presencia de iones metálicos tóxicos los iones Fe2+ serían sustituidos de
inmediato por los tóxicos unidos fuertemente bloqueando su función
fisiológica específica. Al tratar sobre metalotioneína y hierro, comenta-
remos más adelante los trabajos publicados sobre el tema.
La curiosidad que diferentes iones inducen isoformas o subisofor-
mas diversas de forma específica explica el porqué se deposita en la
metalotioneína una gran esperanza en disponer de un nuevo bioindica-
dor en la clínica. La investigación y sus métodos de análisis químico y
radioinmunoensayo no están lo suficientemente desarrollados para una
rápida y precisa evaluación cuantitativa de sus moléculas. Esta proteína
de 61-62 aminoácidos, de forma nativa globular (Figura 1B), que une
siete iones metálicos por sus veinte enlaces tiólicos de grupos azufrados
cisteínicos, y con función bioindicadora para la exposición y acumula-
ción de iones de metales pesados es todavía poco conocida. En la Figu-
ra 2 se muestran los agrupamientos atómicos y estructura tridimensional
de esta proteína que todavía es una excepción encontrarla citada en
libros de texto aunque se dispone de conocidas revisiones (8-16).
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3. MARCAJE DE METALOTIONEÍNA Y ELEMENTOS
3. METÁLICOS COMO BIOMARCADORES
Algunas moléculas biomarcadoras se han sometido a un marcaje con
elementos radioactivos, y así lo hicimos con anterioridad con diversos
radionúclidos, bien por si solos como trazadores y marcadores de nue-
vas proteínas y metaloproteínas, su localización en órganos sistémicos,
timo y estructuras cerebrales y para su evaluación cinética (17-27).
Actualmente se avanza acusadamente en toxicogenómica y se aplican
tecnologías de microfluidos para crear microarrays de miles de péptidos
y compuestos químicos tóxicos o utilizados en diferentes ámbitos en la
clínica, en la salud y en agricultura, los más frecuentes. Estos se acoplan
a muestras de proteínas o de anticuerpos que mediante análisis en estos
microarrays de péptidos de elevada densidad se realiza su detección,
titulación y «screening». Esta combinación para establecer la capacidad
FIGURA 1. A. Estructura lineal de la molécula de metalotioneína. Formada por 61 amino-
ácidos, de ellos veinte cisteínas, cada una de ellas com un grupo azufrado negativo que puede
unir iones o agrupamientos positivos inorgánicos y orgánicos (4). B. Estructura nativa glo-
bular con dos agrupamientos moleculares de la metalotioneína con siete iones cadmio. El
extremo N-terminal con metionina-N-acetilada (5-6 unidades glicocola); y alanina-carboxi-
terminal.
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de detección con la evaluación cuantitativa, permite identificar rápida y
eficazmente compuestos biomarcadores de elevada afinidad y especifi-
cidad en su unión selectiva con su ligando. Estos ensayos cuantitativos
son aplicables también para estudios inmunológicos, sobre desarrollo de
vacunas y de bioindicadores.
4. SALUD, INTOXICACIONES Y MEDIO AMBIENTE
La hipótesis actual de que el 80% de todos los cánceres son de origen
tóxico (3), primero sorprendió y parece ser que cada día que pasa es más
cierta. Es indispensable un control de los contaminantes que representan
un riesgo significativo en el medio ambiente porque finalmente todos
alcanzan al ser humano. En este sentido hay que reducir las emisiones
tóxicas, en general antropogénicas como: residuos, vertidos, efluentes y
pérdidas, que contaminan el ecosistema y que al llegar irremediablemen-
te de nuevo al hombre inducen patologías diversas que deberían detectar-
se y prevenir mediante biosensores o bioindicadores clínicos.
FIGURA 2. Representaciones estructurales de la metalotioneína, con sus dos agrupamientos
en estructura tridimensional de los dominios metálicos del complejo Cd7MT, de metalotioneí-
na de mamífero (representación arriba según Otvos y Ermitage (1980). Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 77: 7094-7098).
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Los numerosos agentes tóxicos que nos afectan en los albores del si-
glo XXI, contaminan el ser humano y la ecología, medio en el que vive y
se desarrolla y primordialmente los alimentos que ingiere directamente.
Diferentes grupos de tóxicos plaguicidas (herbicidas, insecticidas, fungi-
cidas, acaricidas) y metales pesados (cadmio, mercurio, plomo, aluminio,
estaño) afectan seriamente la salud. Desconocemos todavía a ciencia cier-
ta el número de trastornos patológicos que su presencia en el cuerpo hu-
mano puede afectar, inducir y agravar. Algunos tóxicos inciden en el me-
tabolismo aún a dosis de tres órdenes de magnitud inferior a las tóxicas,
como en el caso de los desreguladores o disruptores endocrinos (como
ejemplo el trimetil-estaño). En las antípodas se sitúan las neumoconiosis
(por inhalación y fijación de polvos diversos en el pulmón, muchos de
ellos metálicos que inducen la metalotioneína. Como hemos señalado por
acumulación de ésta en hígado y riñón convirtiéndose en proteína bioin-
dicadora de exposición a elementos metálicos y principalmente de iones
de metales pesados como Cd2+, Hg2+ y Pb2+ (4, 7, 8, 16, 28-31). En otros
casos por dosis agudas en experimentación animal, intoxicaciones acci-
dentales o voluntarias, e inhalaciones o ingestiones crónicas de tóxicos en
alimentos en muy bajas concentraciones (7-11, 16, 27, 29-31).
Todos los iones de metales pesados pueden acumularse en la grasa,
órganos sistémicos y hueso; y algunos de ellos en cerebro y vías nervio-
sas. La mayoría inciden directamente en el DNA, receptores, enzimas y
en definitiva inhiben múltiples reacciones metabólicas por unión a sus
grupos activos, o por sustitución de sus iones esenciales por los de
metales pesados, y el consiguiente bloqueo de la molécula proteica y
enzimática. Por consiguiente, los iones tóxicos contaminantes, inorgáni-
cos u orgánicos, se unen a las numerosas proteínas sean o no metaloen-
zimas y metaloproteínas bloqueando o inhibiendo su metabolismo. La
mayoría de ellas, moléculas tóxicas, se distribuyen en todos los órganos
de la economía, desde los anteriormente señalados hasta el cerebro,
páncreas, timo, tiroides y órganos sexuales. La presencia de agentes
tóxicos tiene mayor efecto en mujeres gestantes, en los estadíos embrio-
narios, en tejidos fetales, en niños y en ancianos. No está de más apuntar
que el mecanismo de regulación homeostática para los elementos quími-
cos es tan complejo como poco esclarecido.
Como inciso debemos comentar que se debe tener en cuenta en
la actualidad numerosos tipos de bioindicadores, unos moleculares
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en animales y plantas y otros como individuos de las diversas especies
consideradas bioindicadoras. Ciertas plantas, líquenes, moluscos, peces,
aves y mamíferos son, a su vez, considerados bioindicadores de po-
lución en el medioambiente, y son espejo de la especie humana, por
tener patrones semejantes de acumulación y en algún caso bio-magni-
ficación de determinados contaminantes en los eslabones de la cadena
alimentaria. Desde la ingestión hasta la excreción de un tóxico acaecen
numerosos procesos físico-químicos, entre ellos el metabolismo lleva
asociado múltiples procesos enzimáticos de acortamiento de cadenas,
oxidativos, metilación y alquilación, para facilitar su solubilidad, trans-
porte y excreción en heces y orina cuya vía más importante es a través
del citocromo P-450. Sudor y faneras constituyen dos vías de elimina-
ción importante que dependen de cada especie en particular y de la
capacidad detoxificante de cada phylum (32).
El Parlamento Europeo publica Directivas, en las que se establecen
normas encaminadas a proteger la salud de los ciudadanos, entre ellas:
Directivas 2000/60/CE; 1983/513/CE; 1976/464/CE para reducir y su-
primir emisiones tóxicas y protección del medio ambiente, para evitar y
prevenir efectos adversos, hipersensibilidades, alergias, intoxicaciones
y posibles patologías relacionadas.
En casos de intoxicaciones hereditarias, directas accidentales o vo-
luntarias se debe administrar, si es conocido, el antídoto correspondiente
en las debidas condiciones y posología. En el caso del hierro, en la he-
mocromatosis se aplica la desferroxamina (33). En el caso de mercurio
se administra Dimercaprol, Penicilamina, o cloruro de zinc para inducir
metalotioneína y eliminar el exceso de iones minerales tóxicos. En el
caso del plomo está indicado principalmente etilendiaminotetraacetato-
cálcico-disódico (EDTA-Ca-Na2), Dimercaprol o Penicilamina.
Se debe pretender que la metalotioneína como bioindicador sea de
gran ayuda para establecer un buen diagnóstico y plantear un tratamien-
to específico para la restauración de la salud del enfermo.
5. AISLAMIENTO DE METALOTIONEÍNA
Después de su caracterización en 1957 por Margoshes y Vallee (4),
Nordberg aisló dos isoformas mediante electroforesis sobre gel, en expe-
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rimentos sobre proteínas de bajo peso molecular y su unión a iones me-
tálicos en tejido renal de conejos expuestos a cadmio y mercurio (34).
Bühler y Kägi denominaron a las dos isoformas de metalotioneína MTI y
MTII (35) y Kägi organizó las primeras reuniones científicas sobre esta
proteína (36, 37). Ribas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
a diferentes porcentajes identificó cuatro isoformas (30, 38). Hunziker y
Kägi por HPLC separaron seis isoformas de metalotioneína (39, 40). Para
su aplicación como bioindicador Beattie, y Richards y Beattie aplicaron
la electroforesis capilar y demostraron que también es rápida y eficaz para
el análisis de metalotioneína (41-44). García Arribas y colaboradores (45,
46) y Ribas y colaboradores también ensayaron la electroforesis capilar
para el análisis de metalotioneína y sus isoformas por inducción con di-
versos iones metálicos Ni2+, Co2+ y Mn2+ (47). Después de la revisión de
los trabajos por electroforesis capilar y los comentados en la literatura
científica mediante diferentes sistemas de HPLC (5, 6, 30, 31, 38-40)
podemos concluir en este capítulo, que la determinación y cuantificación
de isometalotioneínas como biomarcadoras es más exacta y específica en
los sistemas de HPLC que en electroforesis capilar. A las mismas con-
clusiones llegamos a través de nuestros experimentos con muestras de
diverso origen medioambiental analizadas con electroforesis capilar que
más adelante comentaremos.
6. CARACTERIZACIÓN
Además de su trascendencia como molécula bioindicadora, por es-
tar implicada esta proteína y sus isoformas en numerosos procesos
metabólicos, puede ser de gran interés futuro en relación a numerosos
trastornos patológicos. Por ello se continúan estudiando sus caracterís-
ticas estructurales para conocer bien sus posibles mecanismos de reac-
ción. El grupo de Kägi y colaboradores establecieron la estructura pri-
maria, espacial y posibles mecanismos de acción con algunos iones
metálicos específicos de un gran número de metalotioneínas de verte-
brados e invertebrados (48-57). También han confirmado que en ambos
grupos filogenéticos es característico en la metalotioneína que los iones
metálicos están unidos en estas proteínas en dos agrupamientos globo-
sos, con enlaces tiolatos proporcionados por pares de cisteínas muy
cercanas en su cadena primaria. Es significativo que actualmente no se
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haya perdido el interés por conocer con mayor exactitud su estructura
molecular y sus posibles mecanismos de reacción para facilitar su ais-
lamiento y purificación, su significado bioquímico específico y función
biomarcadora aplicable en análisis clínicos. Los actuales trabajos del
mencionado grupo de Kägi van encaminados a seguir estableciendo las
propiedades espectroscópicas específicas de estos y relacionados com-
plejos tiolatos metálicos oligonucleares y clarificar la dinámica de su
naturaleza física. Estos agrupamientos y por tanto las proteínas y pép-
tidos tiólicos que los contienen o tienen su estructura espacial globular,
muestran una gran sensibilidad a las características químicas del entorno
o medio celular en el que se hallan (48-57). Otras proteínas similares a
las metalotioneínas (metallothionein like proteins) sobre las que no tra-
tamos en este capítulo porque existen aislados estudios hasta la fecha de
ellas. Unas halladas en invertebrados con mayor número de aminoácidos
que las metalotioneínas primitivas y con algo mayores tamaños molecu-
lares, de 10 y 20 kDa, con cuatro y cinco isoformas respectivamente
estudiadas en España por el grupo de Sanz-Medel (58); y solo algunos
trabajos sobre la metalotioneína-3 humana (hMT3), también llamada
factor inhibidor de crecimiento neuronal humano (hGIF) estudiado por
un grupo multidisciplinar en China (59). El equipo utilizó un extracto de
cerebro purificado que inhibió el crecimiento de neuronas corticales
embrionarias y posteriormente establecieron su estructura y función
mediante técnicas espectroscópicas, RMN, reacciones químicas y en
cultivos neuronales primarios. Concluye este último grupo de investiga-
ción, que este factor neuronal (hGIF) está modulado por otros múltiples
factores, pero que su función primordial estaría relacionada con la libe-
ración y actividad de iones minerales esenciales (59), lo que vendría a
ser en definitiva la misma función que las isoformas y subisoformas de
metalotioneína.
7. METALOTIONEÍNA HUMANA, BIOINDICADORA
7. DE PRESENCIA DE METALES PESADOS
La metalotioneína ofrece una alerta temprana de gran sensibilidad
fisiológica y bioquímica a la entrada de una sustancia tóxica en el orga-
nismo. Los metales pesados en dosis más elevadas que las normalmente
encontradas como trazas contaminantes se consideran tóxicos para el ser
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humano, son los iones de los representados en el Sistema Periódico de los
Elementos. El término de pesados se refiere a un mayor peso molecular,
elevado número de electrones orbitales, a su naturaleza más tóxica que
los esenciales y a una respuesta fisiológica y bioquímica clara y especí-
fica. Son tóxicos por sustitución de elementos esenciales y bioquímica-
mente activos por los pesados y el bloqueo de funciones fisiológicas y
bioquímicas esenciales. La metalotioneína, al quedar bloqueada por los
iones de un metal pesado y perder su actividad biológica es sintetizada
de nuevo, cuyos niveles en sangre y en órganos son ahora elevados y
utilizados como molécula bioindicadora de exposición en el ser humano,
en animales y plantas. Los metales pesados son considerados por tanto
contaminantes en alimentos, agua, aire y medioambiente, en definitiva en
la biosfera en la que se desarrolla el ser humano en su vida cotidiana.
7.1. Metalotioneína hepática y renal
La metalotioneína hepática procedente de autopsias humanas fue
separada en seis isoformas mediante HPLC analítica y preparativa (39,
40). Las isoformas tienen tiempos de retención diferentes y reproduci-
bles a pH neutro en el que los iones metálicos están unidos a la proteína,
y por debajo de pH neutro están ausentes de la misma. Todas las iso-
formas tienen numerosas cisteínas y carecen de aminoácidos aromáticos
e histidina, lo que la define hasta el momento, como una proteína ori-
ginal e inusual, con absorción U.V. a 214 nanómetros, a diferencia de
la gran mayoría de proteínas y péptidos que absorben a 280 nanómetros
por la presencia de los aminoácidos aromáticos: fenilalanina, tirosina,
triptófano e histidina.
Las exposiciones o intoxicaciones afectan principalmente y de forma
general a hígado y rinón, debido a su obligado paso, metabolismo, detoxi-
ficación y excreción. Debido a lo cual es en estos dos órganos sistémicos
y en sangre donde se han realizado los experimentos analíticos y de eva-
luación de isoformas y subisoformas de metalotioneína. La separación de
isoformas y subisoformas de metalotioneína inducidas de forma específi-
ca para cada ión metálico es bien conocida a través de diversos sistemas
de HPLC con extractos de hígado y de riñón de conejo administrados con
iones de elementos diferentes, Cd, Hg, Pb, Zn, Cu y Ni (31). Después de
homogeneización los extractos de riñón fueron purificados a través de
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columnas de Sephadex G-50 o G-75 y las fracciones obtenidas inyecta-
das a la columna del sistema HPLC aplicando un gradiente de elución:
A) Tris-HCl 2,5 x 10–2 M pH 7,4, y B) Tris-HCl de la misma molaridad
y pH con Acetonitrilo 40% durante 60 min., flujo de 1 mL/min, absor-
ción a 214 nm y columna C4 300Aº 3,9 x 150 mm Delta Pak (Waters).
En las Figuras 3A a 3F se observan los diferentes perfiles cromatográfi-
cos de isoformas y subisoformas de metalotioneína, cuyos picos, tiempos
de retención y áreas son específcos para cada ion metálico. En Figura 3A
se observa el perfil cromatográfico con los picos 2, 3 y 6 de isoformas de
metalotioneína control, sus tiempos de retención y áreas respectivas; en
la Figura 3B se representa el perfil cromatográfico con los picos 2, 3, 4
y 6 por administración de cadmio; en la Figura 3C los picos 2 y 6 por la
administración de mercurio; en la Figura 3D los picos 3 y 6 por la admi-
nistración de plomo. A través de las figuras mencionadas se observa su
especificidad en cada perfil cromatográfico para cada ion metálico y su
nauraleza bioindicadora (31). En las Figuras 4A y 4B se representan los
perfiles cromatográficos en HPLC de extracto de riñón de conejos admi-
nistrados con zinc y cobre para cuya homeostasis ha sido descrita la me-
talotioneína. Aunque no haya sido considerado el hierro en la participa-
ción de su homeostasis más adelante nuestros trabajos incluyen la
metalotioneína como bioindicadora de anemia ferropénica en la rata. Zinc
y cobre son iones esenciales que forman parte estructural o como cofac-
tor de más de 300 proteínas y enzimas. Después de estos experimentos la
metalotioneína podría ser considerada bioindicador con especificad para
la exposición a los iones de metales pesados Cd2+, Hg2+, Pb2+, y los esen-
ciales Zn2+ y Cu2+, los iones níquel (Ni2+) y platino (Pt2+) proporcionan un
perfil cromatográfico similar (31).
7.2. Metalotioneína en páncreas
Algunos elementos minerales del Sistema Periódico de los Elemen-
tos son agentes protectores del páncreas («Bauchspeicheldrusse», glán-
dula salivar del vientre en alemán). Con dos secreciones, una endocrina
principalmente de insulina y glucagón que vierten en la sangre; y otra
exocrina con lipasas y numerosos iones, todos esenciales para la diges-
tión, cuya disfunción puede ser patológica y otras veces fatal. El zinc
y el níquel son elementos protectores del páncreas y esenciales para su
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buen funcionamiento fisiológico y bioquímico (60-70). El Zn2+ tiene una
tradición bioquímica de la que carece el Ni2+, como señalábamos ante-
riormente forma parte como elemento estructural o cofactor de nume-
rosas proteínas, metaloproteínas, muchas de ellas enzimáticas; mientras
que el estudio del último es reciente, su investigación carece todavía de
utilidad práctica por ser poco conocida y escasamente reflejada en libros
de texto y especializados. Además debería añadirse a la bibliografía
científica especializada la investigación reconocida sobre los siguientes
iones con gran incidencia en la fisiología pancreática: V2+, Co2+ y Cr2+.
FIGURA 3. Perfiles cromatográficos: A. De los picos 2, 3 y 6 más representativos de riñón
de conejo control, de isoformas y subisoformas de metalotioneína en HPLC. B. Después de
tratamiento con cadmio en riñón de conejo con las isoformas y subisoformas más destacadas
2, 3, 4 y 6 en HPLC. Conejo administrado con cinco dosis de 1 mg/día de CdCl2 por vía
intraperitoneal. C. Después del tratamiento con mercurio, con los picos más destacados 2 y
6 de isometalotioneínas. Procedente de un extracto de riñón de conejo en HPLC, administra-
do con cinco dosis de 0,1 mg/Kg/día durante cinco días de HgCl2 por vía intraperitoneal.
D. Después de tratamiento con plomo en riñón de conejo con las isoformas y subisoformas
más destacadas 3 y 6 en HPLC. Conejo administrado con cinco dosis de 1 mg/Kg/día de
Pb(N03)2 por vía intraperitoneal.
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FIGURA 4. Perfiles cromatográficos de isoformas de metalotioneínas después de su separa-
ción por HPLC procedentes de extractos de riñón de conejos, administrados con: A, cinco
dosis de 1 mg/Kg/día de ZnCl2 por vía intraperitoneal, y B, cinco dosis de 1 mg/Kg/día de
CuCl2 por vía intraperitoneal, respectivamente. Se observa el gran número detectado de iso-
formas que se corresponderían más tarde con la gran familia de genes de estas proteínas.
El importante significado del zinc y algunos otros elementos es co-
nocido desde mediados del siglo XX, y sus concentraciones en páncreas
de mamífero tanto de zinc como de metalotioneína son elevadas (71).
Trabajos anteriores sobre metalotioneína (7, 23, 27, 30, 31) propiciaron
nuestra participación en un proyecto de investigación cooperativa con el
Departamento de Endocrinología del Hospital Clínico de Barcelona, para
determinar la interrelación de esta metalproteína relacionada con el me-
tabolismo del zinc y la zinc-insulina en islotes de Langerhans con el
objetivo de su transplante. En la Figura 5 se muestra el perfil de isofor-
mas de metalotioneína de células beta de rata fetal con picos 2, 3, 4 y
6 (70). Otros autores aportaron datos sobre el contenido en zinc del pán-
creas de ratón (71) y que este es un elemento esencial para la fisiología
pancreática, como en la zinc-insulina, que en ausencia de zinc carece de
actividad biológica para metabolizar glucosa. Otras numerosas proteínas
y enzimas al perder el ion zinc o su elemento específico en su molécula
pierden también su actividad biológica o enzimática, como es el caso de
la fosfatasa alcalina (72) y otras numerosoas zinc-metaloenzimas, que al
ser sustituidos o sustraídos los iones zinc por los iones cadmio o con
agentes quelantes pierden su actividad catalítica enzimática.
BARTOLOMÉ RIBAS OZONAS
276
FIGURA 5. Perfil de los picos de isoformas de matalotioneína de células beta pancreáticas de
rata fetal control.
Comentamos con anterioridad, que el contenido del cuerpo humano
es el espejo del contenido de nuestro ambiente y alimentos. Como conse-
cuencia del análisis de muestras de islotes de Langerhans en colaboración
con el Programa de la Comisión Europea, de Uso de Grandes Instalacio-
nes, se establecieron concentraciones de iones minerales en células beta
humanas, mediante «análisis por irradiación neutrónica», en el reactor
nuclear para usos pacíficos del Hahn-Meitner Institut de Berlín. Las con-
centraciones de elementos minerales en páncreas como Zn y Fe (124 y
105 mg/kg peso seco, respetivamente, fueron halladas en mayores con-
centraciones que otros elementos, que en orden decreciente de concentra-
ción mostraron el siguiente gradiente Rb > Se > Cr > Co > Cs > Sc (73).
Las muestras analizadas en HPLC (comatografía en fase líquida de
alta resolución) de un extracto de islotes de páncreas fetal de rata fueron
proporcionadas por el Departamento de Endocrinología del Hospital
Clínico de Barcelona (70), y las de islotes de páncreas fetal humano por
el Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Facultad de
Medicina de la Universidad Complutense de Madrid (73). Las concen-
traciones de metalotioneína en humanos oscilan entre 50 y 800 μg/g
de tejido pancreático, y en otros órganos como el hígado, diversos
investigadores han proporcionado cifras de metalotioneína con una
amplia oscilación de 0 a 104 μg/g de tejido que citamos más adelante
y de 5,8 μM/g tejido fresco pancreático en la rata. El ion cobre es
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esencial en biología, como el hierro y zinc, y algunas de sus cupropro-
teínas participan en la cadena de transporte de electrones, además este
ion se une a la ceruloplasmina para su absorción y transporte hacia los
órganos de la economía (74). Su dificultad en la determinación por
análisis de irradiación neutrónica hace que no lo hayamos incluido en la
relación anteriormente mencionada.
8. METALOTIONEÍNA CON IONES COBRE (ENFERMEDAD
8. DE WILSON)
El cobre es un elemento mineral de menor concentración en el cuer-
po humano, inferior a la del hierro y del zinc, aunque se trata también de
un elemento traza u oligoelemento, es unas diez veces más tóxico que el
zinc y sus requerimientos en la dieta son muy bajas (74-78). Entre las
enzimas más conocidas se hallan la superóxido-dismutasa con Cu y Zn
que neutralizan radicales superóxido; citocromo-oxidasa de transporte
de electrones; dopamina-hidroxilasa en la síntesis de catecolaminas; tiro-
sinasa en la síntesis de melanina; y lisil-oxidasa en la síntesis de coláge-
no (74, 75). Hunziker determinó la metalotioneína con cobre (MT-Cu)
presente en el citosol hepático procedente de siete pacientes que padecían
la enfermedad de Wilson por acumulación hepática de cobre (atresia bi-
liar, cirrosis colestásica familiar) (78). Ya que las técnicas de cromato-
grafía apropiadas para el aislamiento de Zn- y Cd-MT son inapropiadas
para Cu-MT, Hunziker y Sternlieb desarrollaron un procedimiento indi-
recto para la estimación y separación de esta última. Este método implica
la preparación de apo-MT y su reconstitución a holo-MT con Zn o Cd.
Se aislaron y determinaron tres isoformas predominantes de MT en todas
las muestras estudiadas. Los resultados de estos dos autores indican que
al menos un 36 ± 5% del Cu presente en la fracción de 10 kDa del citosol
está unido a la MT en hígado de pacientes con exceso de cobre hepático
o sobrecarga de cobre (78).
Cada año que pasa crece el número de trabajos experimentales sobre
la metalotioneína en sus vertientes básica y aplicada. y uno de los signi-
ficados de mayor interés momentáneo, es el de bioindicador de presencia
o acumulación de elementos minerales, aunque esta no sea a priori su
función biológica específica. En relación a sus aspectos metabólicos la
metalotioneína participa en la homeostasis del zinc, cobre y hierro.
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9. METALOTIONEÍNA CON IONES HIERRO
Good y Vasak en exprimentos aplicando iones Fe2+ propusieron (79)
que la molécula de metalotioneína libre de iones (apometalotioneína),
podía asociar en sus lugares de unión siete átomos de metal, mediante
espectros de dicroismo circular magnético, y stablecieron que estos lu-
gares estaban ocupados por iones Fe2+. Cuando se iniciaron adiciones de
iones Fe2+ las bandas de absorción de transferencia de carga sufrían un
cambio progresivo hasta ocupar totalmente la capacidad de iones metá-
licos de la proteína de siete iones Fe2+/molécula. El cambio batocrómico
también es manifiesto en la espectroscopía de dicroismo circular mag-
nético a medida que los iones Fe2+ van entrando y ligándose en la mo-
lécula (79).
La metalotioneína se había relacionado primordialmente con la ho-
meostasis de los iones esenciales zinc y cobre pero no se consideraba
atractivo y de interés su relación con la regulación del metabolismo del
hierro. Adquirió gran relevancia en calidad de quelato nativo y su sig-
nificado en toxicología respecto a los iones de elementos pesados Cd2+,
Pb2+ y Hg+ y Hg2+ como agente detoxificante, acoplante y secuestrante
en todos los escalones filogenéticos, y también como bioindicador de
aquellos iones tóxicos en Salud Pública. Al mismo tiempo como agente
neutralizante de radicales libres (80, 81), pues el exceso de iones Fe2+
y Cu2+ contribuyen a incrementar la generación de radicales libres a
través de la reacción de Fenton y agravando diversas enfermedades
degenerativas (82) aunque ambos cationes forman parte constitutiva de
proteínas de la cadena de transporte de electrones. Actualmente se con-
sidera la metalotioneína como agente protector, detoxificante de iones
metálicos y de radicales libres del oxígeno (80, 81), aunque podríamos
añadir de todo tipo de radicales positivos que se acoplan a los grupos-
SH (negativos) de la metalotioneína, como el metotrexato (83).
Al considerar la posible relevancia de la metalotioneína en la regu-
lación del metabolismo del hierro, realizamos su comparación con la
transferrina, hasta el momento única proteína en la absorción y transpor-
te del hierro, y se estableció que la metalotioneína y transferrina se
elevan juntas en las células de mucosa intestinal, ávidas de absorción de
hierro en la anemia ferropénica posthemorrágica de la rata (84). En toda
una serie de trabajos (84-94) sometimos grupos de ratas a anemia ferro-
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pénica posthemorrágica, por extracción diaria de sangre hasta un hema-
tocrito inferior a 40 g/Hb 100 mL. Se extrajo la mucosa intestinal, y su
extracto después de homogeneización se purificó la fracción de metalo-
tioneína por elución en columna de Sephadex G-50. El tramo de mucosa
intestinal del duodeno es el de mayor responsabilidad en la absorción
de hierro. En la Figura 6 se observa el perfil de elución con las fraccio-
nes 27 y 28 del pico de metalotioneína y en ordenadas las concentra-
ciones de Fe, Zn y Cu determinadas por espectrofotometría de absorción
atómica. La metalotioneína como marcador de iones metálicos, muestra
su afinidad para los iones Fe2+, y su trascendencia en la homeostasis del
hierro, como establecen los resultados publicados por el grupo de Ribas
y colaboradores en diversos órganos de la economía y en estructuras
cerebrales (84-94). La metalotioneína participa definitivamente en tan
importante homeostasis como es la del hierro, elemento de mayor con-
centración en el cuerpo humano después del calcio y fósforo del sistema
óseo. El hierro es componente importante en el cerebro (95) y soporte
activo y catalítico de la cadena de transporte de electrones (96). En
conclusión, como en el caso de la concentración de Fe en sangre es
bioindicadora de anemia, la metalotioneína en biopsia de mucosa intes-
tinal podría ser considerada bioindicadora de anemia ferropénica.
FIGURA 6. Perfil de elución en columna de Sephadex G-50 a 214 nm, de un extracto de
mucosa intestinal de rata con anemia ferropénica hemorrágica, observándose en el pico
de la metalotioneína, en las fracciones 28 y 29 las concentraciones de hierro, zinc y cobre
(en ppm), determinadas por espectrofotometría de absorción atómica.
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El hierro es el único elemento del Sistema Periódico de los Elemen-
tos que es ferromagnético. Tanto los iones Fe2+ como de metales pesados
(Cd2+, Hg2+y Pb2+) de toda una serie de elementos del Sistema Periódico
examinados, son los que de una manera manifiesta destacan en aumentar
la conductividad de los tejidos estudiados (97, 98) y también incremen-
tan la permeablidad de la barrera hematocefálica, bajo los efectos de
campos electromagnéticos (EMF), habiendo además un sinergismo entre
ambos factores, metal pesado y EMF, en el incremento de la permeabili-
dad (99, 100), cuyos experimentos comentaremos más adelante.
10. METALOTIONEÍNA Y METALES PESADOS
Algunos casos de importante contaminación humana por iones me-
tálicos que podemos enumerar como significativos han acaecido princi-
palmente respecto al cadmio, plomo y mercurio. El hierro es también
elemento pesado pero ya ha sido tratado como plástico y esencial y entre
otras muchas funciones forma parte de la hemoglobina, a la que confiere
su actividad biológica de transportador de oxígeno y evacuante de an-
hídrido carbónico y monóxido de carbono, transferrina de transporte y
ferritina para su acumulación y almacén. Los dos últimos agentes tóxi-
cos mencionados (CO2 y CO) son bloqueantes de la función hemoglo-
bínica transformándola en carboxi-hemoglobina.
El cadmio es un elemento tóxico, inhibidor del crecimiento y en em-
briones induce malformaciones y cuyos trastornos pueden ser preveni-
dos por el zinc (101-105), es inhibidor de actividades enzimáticas (72)
por mecanismos ya expuestos, induce la síntesis de metalotioneína (27,
29-31, 106-109) que es utilizada como bioindicador. Actualmente el
cadmio es empleado en aleaciones al proporcionar a otros metales ma-
yor plasticidad y resistividad en la industria aeronáutica y espacial, en
la fabricación de baterías, pinturas, artes gráficas en cuyos ambientes se
liberan iones Cd2+. Incidencias de contaminación se generan en las minas
de obtención y purificación de cadmio y en múltiples talleres de impren-
ta, pinturas, fabricación y manufactura de materiales en donde se pro-
duce elevada incidencia de cáncer (107-112).
El mercurio fue utilizado largamente en medicamentos (mercuriales
contra la sífilis y otros), y actualmente en la industria de cristalería y
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termómetros que liberan iones Hgº, Hg+ y Hg2+, y como el cadmio
induce a carnogénesis (108). Se conocen casos de ingestión de mercurio
metal en niños por rotura de termómetros, o por auto-inyección en pre-
sos para salir de la cárcel. Son conocidos algunos casos carcelarios tanto
en Madrid, como en Milán tratado este último en el Centro de la Comu-
nidad Europea de Ispra, Italia. En el caso de Madrid un preso se inyectó
mercurio líquido metal Hgº en vena cubital, observándose en las radio-
grafías extravasaciones en la zona del antebrazo, se radiografió aproxi-
madamente 1 ml de Hgº en el ventrículo derecho de llegada portal; en
pulmones se observó una imagen de cielo estrellado con múltiples go-
tículas de Hgº, y otras también en las encías y en los cartílagos de las
falanges metatarsianas. Se le proporcionó al paciente zinc cloruro
en cápsulas para inducir metalotioneína y eliminar así exceso de iones
mercurio (Hg+ y Hg2+). Son bien conocidos en Toxicología los acciden-
tes de contaminación de pescadores y sus familias en la bahía de Mi-
namata; y los de las riberas del río Jintsu por vertidos y efluentes de
minería, ambos en Japón.
El plomo por su ancestral utilización, muy común hasta nuestros
días en gasolina y tuberías que han sido sustituidas por otros materiales
como el plástico de numerosos polímeros, y eliminado su utilización
doméstica e industrial como comentaremos más adelante por liberar
iones Pb2+, y también induce a carcinogénesis principalmente en ratones
«MT-null mice» deficientes o con bajos niveles de metalotioneína (109).
Mediante inducción de metalotioneína con iones metálicos Cd, Pb,
Hg, Zn, Cu y Ni por vía intraperitoneal en conejo, y determinación de
isoformas por cromatografía de gases (HPLC), se manifiestan en una
serie de picos con un perfil diferente, característico y específico para
cada ion mineral salvo con la excepción del níquel y platino, hecho que
podría inferir en su aplicación como bioindicador de exposición y toxi-
cidad (30, 31).
11. METALOTIONEÍNA Y CADMIO
Cuando Margoshes y Vallee en 1957 descubrieron la metalotioneína
en riñón de caballo, la llamaron así por su desconocido e inusual conte-
nido de iones metálicos, como cadmio, hierro y cobre (4). Ha sido estu-
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diada sin pausa hasta el día de hoy principalmente desde el punto de vista
espectroscópico para su identidad química y posibles mecanismos de
reacción (48-57), sus funciones como significado bioindicador y bioquí-
mico y su importancia como bioindicador de patología en general y can-
cerogénesis en particular. Como mencionamos anteriormente ha sido es-
tudiada y promocionada por Kägi y Vallee a través de diversos congresos
y publicaciones (36, 37), revisiones diversas (11-16) y a su invitación
publicamos la nuestra (16).
Más adelante exponemos el mecanismo de los efectos tumorales y
cancerígenos por iones de metales pesados y por iones orgánicos en co-
nexión con la metalotioneína, cuya baja expresión es considerada bioin-
dicador de hipersensibilidad y predisposición a dichos trastornos.
Son numerosos los agentes tóxicos y carcinógenos como los iones
de metales pesados y también de naturaleza orgánica los que estimulan
acusadamente la expresión génica y activan a su vez la expresión de
metalotioneína y diversas de sus isoformas (107-109). Diversos autores
señalan que niveles bajos de metalotioneína en sangre predisponen a
intoxicación por iones minerales y orgánicos y a trastornos tumorales y
cancerosos (107-112). En la región China de Guizhou en una población
afectada con arsenicosis la metalotioneína transcripta en sangre se mos-
tró bioindicador de la expresión de MT en tejidos; y los individuos con
los niveles sanguíneos bajos en metalotioneína fueron los más predis-
puestos a sufrir la intoxicación por arsénico (112).
Está demostrado que el cadmio es un elemento cuyos iones se unen
fuertemente a proteínas por el mecanismo ya expuesto anteriormente y
por ello tiene en biología una amplia diversidad y multiplicidad de efec-
tos biológicos desde la ya señalada inhibición/activación enzimática,
inducción de serotonina y ácido 5-hidroxiindolacético en el metabolis-
mo del triptófano (113); inhibición del desarrollo gonadal (114); efecto
ultraestructural pulmonar (115); tóxico cardíaco (116); generador de
radicales libres (117); y la metalotioneína inducida con cadmio muestra
en baño de órganos actividad fisiológica en el conducto deferente de
ratón (118).
Todas las especies estudiadas contienen metalotioneína: liquen, díp-
tero, trucha, rata, ratón, conejo y humanos (119). El cadmio induce iso-
formas y subisoformas de metalotioneína, como bioindicadoras de expo-
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sición o intoxicación durante su análisis por diversas aplicaciones de cro-
matografía de líquidos de alta resolución y electroforesis capilar. HPLC
(7, 27, 29-31, 106, 120). Su inducción por cadmio se fundamenta en que
estos iones se unen fuertemente a la metalotioneína que es sintetizada «de
novo» elevándose en trabajadores de minas y en contacto con metales y
también en animales expuestos y en numerosos órganos de la economía
como gónadas, riñón, próstata y timo (72, 106, 120-123).
Iones de compuestos orgánicos como metotrexato (83, 124) y cis-
platino ambos quimioterápicos aunque también tóxicos medulares, ca-
tiones positivos como los iones de metales pesados carcinógenos, pue-
den unirse y bloquear la metalotioneína y sus correspondientes isoformas
y subisoformas. En ratones con niveles no detectables de MT (MT-null
mice) se observó tenían una gran susceptibilidad de padecer cáncer al
serles administrado cisplatino en dosis análogas a las clínicas (125).
El cadmio se ha caracterizado por la inducción de la síntesis de
metalotioneína, y no por ser precisamente el elemento necesario para su
función biológica específica. Al ser un ion pesado, con numerosos elec-
trones en sus capas orbitales y un nucleo pesado se liga a las cisteínas
y quedan sus átomos enclaustrados fuertemente entre los dos agrupa-
mientos de la proteína (Figuras 1B y 2).
La inducción, en este caso de metalotioneína, es una cualidad en
toxicología que paralelamente a la acumulación, inducción y biomagni-
ficación por la que existe una sobreexpresión de una determinada mo-
lécula, bien en un determinado órgano sistémico o tejido, individuo o
especie que representan eslabones de la cadena alimentaria acaece una
especial toxicidad. La toxicidad es peligrosa para todo tipo de organis-
mo sensible a ella, como en los casos de algunos tóxicos minerales y
orgánicos, por ejemplo las toxinas marinas.
El cadmio es un referente en la literatura científica de toxicología
ambiental en la inducción de la síntesis de metalotioneína y el estudio
de sus isoformas y subisoformas por diferentes métodos ya expuestos
aunque destacan las distintas versiones de sistemas de HPLC acoplados
a espectrometría de masas (5-7, 27, 29-31, 35, 39-41).
Actualmente viene aplicándose el análisis en sangre y en tejidos por
el método MT-transcripta mediante la reacción en cadena de la polimera-
sa-transcriptasa reversa en tiempo real (real time RT-PCR analysis) (112)
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en diversos trabajos que se citan más adelante en el significado de la MT
como bioindicador para el cáncer. En los que la expresión de metalotio-
neína es considerada bioindicador de sus niveles en sangre y en tejidos.
Los avances en proteómica han proporcionado sus frutos en la identifica-
ción de bioindicadores sensibles en sangre y orina en casos de disfuncio-
nes varias, como la renal. Se ha aplicado ampliamente en toxicología y
epidemiología (107-112).
Otros datos recientes muestran que la exposición simultánea a iones
de arsénico inorgánico (As) y cadmio (Cd) se traduce en un pronuncia-
do sinergismo en la toxicidad renal que es superior a la exposición indi-
vidual de cada uno de estos iones por separado. Se han comparado en
China dos zonas de grave contaminación de arsénico y cadmio respecti-
vamente. Los bioindicadores frecuentemente utilizados para establecer
una contaminación o exposición a cadmio y otros elementos que afectan
la función renal, se detallan en este estudio que comentamos. Se estudió
la disfunción renal en dos áreas contaminadas, una con As2+ en la pro-
vincia de Guizhou (área-G) y otra con Cd2+ en la provincia de Zhejiang
(área-Z). Se incluyó un área control normal sin contaminar y otra de
excesiva contaminación. Se determinaron bioindicadores conocidos del
cadmio agente de disfunción renal y entre ellos: b2-microglobulina urina-
ria (UB2MG); N-acetil-b-glucosaminidasa (UNAG); retinol binding pro-
tein (URBP); y albúmina (UALB), sin embargo no fue incluida la deter-
minación de metalotioneína y por ello no podemos evaluar su significado
como bioindicador en este estudio. Se analizaron también cadmio urina-
rio (UCd) y arsénico urinario total (UTAs) mediante espectrometría de
absorción atómica con horno de grafito. Sin embargo podemos comentar
sus resultados respecto a los bioindicadores aplicados. Los valores más
altos de cadmio urinario (UCd) se hallaron en el área-Z contaminada con
Cd2+ (media geométrica, GM 11,6 μg/g creatinina) mientras que los va-
lores más altos de As total urinario (UTAs) se establecieron en el área-G
(GM = 288 μg/g creatinina). El incremento fue estadísticamente signifi-
cativo comparado con la respectiva área control y acaeció en ambos tanto
para UTAs, UCd y para UB2MG, UNAG y UALB en el área-Z así como
también en el área-G. Los metabolitos mono- y di-metilados (UIAs) fue-
ron determinados solamente en el área-G. En el área-G, ocurrió claramen-
te un patrón de dosis/respuesta ambos en relación a la concentración de
UTAs y UCd para cada uno de los bioindicadores de la disfunción renal.
Con bioindicadores sensibles de disfunción renal, establecen los autores
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que existe un sinergismo en la exposición simultánea de ambos cationes
cadmio y arsénico (126).
12. METALOTIONEÍNA Y MERCURIO
En toxicología ambiental debemos tener presente la consideración
en humanos riesgo-beneficio al incidir en la evaluación del riesgo para
la exposición de contaminantes en el consumo de alimentos, como el
ejemplo del mercurio en el pescado. Se debe evitar tomar decisiones de
forma restrictiva (127).
Las normativas sobre límites de concentración de tóxicos en alimentos
y concretamente sobre el mercurio en pescado deben reflejar numerosos
factores de riesgo pero también los beneficios de su consumo, de lo con-
trario se consideraría como una normativa restrictiva. Una normativa res-
trictiva promovería impedir el consumo del alimento en cuestión aún en
áreas donde es la única fuente insustituible de alimento. Por otro lado, la
sustitución de un alimento por otro puede tener consecuecias adversas en
Salud Pública por falta del consumo del alimento primordial fuente de pro-
teína y sustitución por otros menos saludables y de bajo valor energético.
El mercurio en la naturaleza como otros iones metálicos y también
algunos de sus compuestos son liberados y difunden continuamente,
consecuencia de la actividad antropogénica alcanzando el ser humano a
través del agua, alimentos y aire. El mercurio es ligado por numerosas
proteínas, metalotioneínas (MTs), metalotioneínas análogas a las meta-
lotioneínas (MTLPs) y metaloenzimas. En muchos casos el mercurio es
considerado un agente tóxico, bloqueante o inhibidor de la mayoría de
las mencionadas proteínas, reacciones metabólicas y enzimáticas. Con-
centraciones ambientales de mercurio inducen metalotioneína en los se-
res vivos.
En torno al mercurio en Salud Pública, esta tiene hoy planteado el
reto de establecer un umbral tóxico para la nueva era del siglo XXI,
determinar y establecer límites de exposiciones a contaminantes am-
bientales. Debido a los avances tecnológicos y con la ayuda de las
metodologías de investigación y datos científicos publicados fiables se
pueden establecer puntos finales de toxicidades en salud humana y
ambiental o ecotoxicología. Actualmente disponemos de claros factores
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de riesgo de referencia epidemiológica, en los que nos podemos apoyar
para evaluar la ingestión de alimentos, contaminados o no con mercurio
y otros agentes contaminantes. Entre ellos la obesidad, diabetes, enfer-
medades cardiovasculares, degenerativas y psíquicas.
El metil-mercurio es neurotóxico durante el desarrollo embrionario,
induce a malformaciones y alteraciones de la conducta (128-130). La
exposición de mujeres gestantes a vapores de mercurio y metilmercurio
a través de ingestión de pescado, de cuyo total el 70% es de origen
antropogénico y el 30% de origen natural, induce a neurotoxicidad. Los
bioindicadores de mercurio detectan su presencia (iones mercurio y
metilmercurio) en sangre y en otras muestras biológicas por métodos
espectrométricos; metalotioneína por HPLC (7, 31, 34, 131, 132) y a
través de la reacción en cadena de la polimerasa-transcriptasa reversa en
tiempo real (RT-PCR) (108).
Mediante la inducción de metalotioneína con iones metálicos Cd,
Pb, Hg, Zn, Cu y Ni por vía intraperitoneal en conejo, y su determina-
ción por cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), se manifiesta
su heterogeneidad de formas en una serie de picos con un perfil diferen-
te, característico y específico para cada ion mineral salvo con la excep-
ción del níquel, hecho que podría inferir en su aplicación como bioin-
dicador de exposición y toxicidad (31).
Los estudios prospectivos de evaluación del riesgo, se fundamentan
en resultados de investigación epidemiológica sobre los efectos de ex-
posición en útero y en secuelas neurofisiológicas postnatales adversas,
realizados por la Agencia de Protección Ambiental de EE.UU. (EPA,
USA) (128-130). Se utilizan dos bioindicadores: mercurio en el cabello
de la madre recogido durante el parto y la determinación de mercurio en
sangre del cordón umbilical. Ambos bioindicadores representan con
seguridad ser dosímetros internos de exposición a metilmercurio endó-
geno durante la gestación. El mercurio detectado en cabello y en sangre
como biomarcador es considerado mercurio total, incluye sus formas
orgánica CH3-Hg, y compuestos de Hg
+ y Hg2+ e inorgánica con sus
sales y Hgº elemental.
La aplicación de bioindicadores en un estudio en el ámbito de la
estomatología con pacientes con niveles de mercurio en orina superiores
a 20 microgramos/L, se encontró que la concentración media en orina
de las 4 y 5 carboxil-porfirinas, así como de la pre-coproporfirina fue de
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tres a cuatro veces superior a la de individuos no expuestos. Los resul-
tados sugieren que los perfiles de porfirinas urinarias son muy útiles
como bioindicadores de exposición a mercurio en la clínica y para es-
tudios epidemiológicos relacionados con los riesgos del mercurio en
salud humana (133).
13. METALOTIONEÍNA Y PLOMO
El plomo fue un elemento muy utilizado en todos los ámbitos de la
vida, desde numerosos objetos, soldaditos de plomo y tuberías en el
hogar, hasta en las gasolinas y en la industria pero recientemente se
comprobó que se trataba de un factor de contaminación ambiental y de
riesgo de cáncer en Salud Pública (109). Todavía es utilizado como
perdigones en cartuchos de caza y el Ministerio de Medio Ambiente
tiene especial interés en difundir e informar del peligro que entraña su
polución en los cotos de caza, en humedales y la utilización de plomos
en artes de pesca. Se promueve su sustitución por otros elementos como
el hierro y el bismuto.
La metalotioneína es inducida en organismos por exposición a iones
plomo y su acumulación es detectada con seguridad por el perfil de los
picos de las isoformas y subisoformas de metalotioneína principalmente
en HPLC. El perfil se manifiesta de forma diferencial respecto a otros
iones usuales como cadmio, mercurio, zinc y cobre, por lo tanto la MT
se manifiesta como claro bioindicador aunque esta metodología no sea
todavía utilizada en Análisis Clínicos, Medicina Legal, Ocupacional y
del Trabajo por su laboriosidad y tiempo de realización (7, 31, 45, 46).
Por otro lado sus bajos niveles en ratones carentes de MT (MT-null
mice) son mucho más susceptibles de padecer cáncer por plomo que con
niveles normales de MT (109).
Como señalábamos al inico de este capítulo sobre la hipótesis satur-
nina del padecimiento del pintor Goya (1, 2), en su tiempo se carecía de
análisis clínicos específicos y bien establecidos. Tampoco eran conocidos
bioindicadores de plomo y la metalotioneína es de fecha reciente. Con los
medios analíticos actuales se hubiera establecido con claridad la dolencia
del pintor. Además de los dos científicos ya citados (1, 2) han hipotetiza-
do sobre el saturnismo del pintor y rechazado otras posibles dolencias
BARTOLOMÉ RIBAS OZONAS
288
(134-136). La interpretación de saturnismo que padeció Goya fue sugeri-
da por el psiquiatra norteamericano Niederland (134) y posteriormente
defendida y documentada científicamente por la farmacéutica e historia-
dora del arte española Rodríguez Torres en un libro (136). Opinan estos
autores que todos y cada uno de los síntomas que refieren los documen-
tos contemporáneos del pintor se corresponden con saturnismo, intoxica-
ción crónica por plomo. En efecto, esta enfermedad era relativamente
frecuente en personas que manejaban de forma habitual pinturas en cuya
composición, sobre todo en el albayalde blanco, entra a formar parte el
carbonato de plomo y óxidos volátiles de este metal.
Otros pintores, entre los casos conocidos comentados en la literatura
científica intoxicados por iones plomo de las pinturas, además de Goya,
pudieron sufrir Fortuny, Van Gogh y Portinari y otros numerosos anó-
nimos que por carecer en su época de investigación médica y clínica han
quedado en el anonimato. Si la intoxicación por plomo no fue la única
patología sufrida en estos casos, si fue coadyuvante y agravante de la en-
fermedad en curso o latente de los grandes pintores que muchos de ellos
murieron jóvenes. El plomo provoca la inhibición de la biosíntesis del
hemo, a través de la ferroquelatasa (hemo-sintetasa) impidiendo así la
unión de iones hierro (Fe2+) a la protoporfirina IX y provocando su acu-
mulación. Al aumentar la concentración de porfirinas en sangre, el efecto
tóxico del plomo es detectado por su bioindicador, la zinc-protoporfirina
en sangre, que es aplicado en Medicina Preventiva y Ocupacional. Mine-
ros, obreros y empleados en minas de plomo, cadmio, zinc y cobre en
Huelva, y mercurio en Almadén, tienen a disponibilidad esta analítica
actual (137). Con los conocimientos actuales, los antes mencionados pin-
tores, podrían haberse beneficiado de los bioindicadores hoy día aplica-
dos en el diagnóstico clínico y en patología. Conocemos numerosos sen-
sores o bioindicadores aplicados en la clínica para la salud humana y el
equilibrio ecológico; entre ellos, renales, pulmonares, de neurotoxicidad,
tumorales, etc., y especies de plantas criptógamas y de peces. Ciertos
agentes tóxicos se acumulan o biomagnifican en los eslabones de la ca-
dena alimentaria lo que induce a numerosos casos de intoxicación en los
que se inducen acusadamente las moléculas bioindicadoras de toxicidad,
contaminación y patología en los seres vivos afectados.
Uno de los casos que atraen nuestra atención y el Académico Dr.
Tena Núñez explicó en una de las sesiones académicas es el de nuestro
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pintor Goya, que fue elegido por el contraste entre sus pinturas de épo-
cas diferentes. Sus pinturas negras podrían adjudicarse a sus periodos de
alucinaciones, consecuencia de la intoxicación principalmente por plo-
mo y la presencia, interacciones y sinergismo entre elementos como
plomo, arsénico, cadmio y otros de impurezas en las pinturas de aquella
época (123, 126, 138). El pintor en contacto constante con sus pinturas
y con el blanco de plomo de sales de plomo, respira sin cesar los vapo-
res de sales volátiles. En su época se carecía de los análisis que dis-
ponemos actualmente de contenido de Pb2+ en sangre mediante espectro-
fotometría de absorción atómica; de metalotioneína mediante sistemas
de HPLC (High Performance Liquid Chromatography) que permiten
obtener un perfil de picos de Mts, algunas de ellas se elevan o inhiben
de forma específica (31, 46).
Otros bioindicadores más usuales en la clínica es la aplicación de la
enzima delta-amino-levulínico sintetasa. Cualquiera de los disponibles
podrían haber sido útiles para diagnosticar la patología del pintor con
certeza y tomar medidas preventivas y curativas. Los antídotos frecuen-
temente aplicados para exposición o intoxicación por plomo son princi-
palmente agentes quelantes como el EDTA-cálcio; también pueden ad-
ministrarse dimercaprol o penicilamina (137).
El plomo es un elemento tóxico, como cadmio y mercurio que so-
bresalen por su frecuencia, ante otros menos utilizados del Sistema
Periódico de los Elementos. Otros elementos son esenciales en el cuerpo
humano en mínimas concentraciones como zinc, cobre, manganeso,
selenio, cobalto, cromo y níquel, indispensables en el metabolismo,
porque sus iones forman parte de moléculas proteicas muchas de ellas
con actividad enzimática. Sin embargo pueden también ser tóxicos por-
que la toxicidad depende de la dosis. Por ello el plomo ha isdo prohibido
desde antiguo para usos domésticos pues se utilizaba para enfriar el
agua en serpentines de plomo en neveras de hielo, tubos de conduccio-
nes domésticas y otros múltiples usos. Finalmente se prohibió también
el plomo en usos industriales contaminantes por la combustión del pe-
tróleo y gasolinas que liberaban iones plomo (Pb2+) y es controlado para
su utilización en la caza. Recientes trabajos han tenido como meta es-
tablecer el grado de exposición a plomo en niños, más frágiles en el
ámbito de la salud que los adultos a la exposición de los iones plomo
y otros agentes tóxicos. Se ha determinado la interrelación entre los
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niveles de plomo en sangre (BPb) con la edad, sexo, hábitat y estación
del año en niños relacionándose con los valores de zinc-protoporfirina
(ZPP), que se discute esta como biomarcador en la clínica en la que no
siempre se halla una relación concordante (137).
La vía más importante de contaminación es la inhalación de polvo,
humos, aerosoles y vapores con iones plomo. Son absorbidos fácilmente
a través del sistema respiratorio y los síntomas aparecen rápidamente.
Cuanto más pequeñas son las partículas mejor alcanzan el fondo de los
alvéolos pulmonares, cuyo depósito alcanza el 70% de la dosis inhalada.
Esto ocurre en soldadores y en la fabricación de baterías. La inhalación
es más común que la ingestión. La Comisión Nacional Australiana de
Seguridad Ocupacional en Salud (OHS) y su Comisión Nacional de
Control de Seguridad Ocupacinal en Salud (NOHSC) han aconsejado un
nivel límite standard de concentración para polvos inorgánicos tales
como PbO, PbO2 y PbSO4 de 0,15 mg/m
3 de aire respecto a TLA-TWA
(Threshold Limit Value-Time Weighted Average). Seguidamente se
expresan algunos de los niveles máximos en la biomonitorización por
plomo: 2,41 micromol/L (50 microg/dL) para adultos varones y muje-
res sin capacidad reproductora, y mujeres no fértiles; 0,97 micromol/L
(20 microg/dL) para mujeres fértiles; y 0,72 micromol/L (15 microg/dL)
para mujeres gestantes o lactantes. Actualmente no se asegura que dosis
inferiores a 10 microgr/dL sean inocuas.
14. METALOTIONEÍNA BIOINDICADORA EN MUESTRAS
14. AMBIENTALES
Experimentos sobre muestras de apoyo técnico registradas en nues-
tro Departamento sobre el liquen Usnea barbata; trucha arcoiris Rain-
bow trout; larva de díptero Parasarcophaga argirostoma; hígado de rata
Wistar; y muestras de hígado humano mostraron la existencia en todas
ellas de metalotioneína. Algunas de las muestras expuestas a concentra-
ciones de cadmio, presentaron diferencias estadísticamente significati-
vas respecto a controles (119). Numerosas muestras del origen mencio-
nado fueron registradas a su recepción para ser sometidas a técnicas
analíticas homologadas de garantía de calidad. Para los respectivos
ensayos partes alícuotas fueron pesadas y sometidas a los procedimien-
tos oportunos de extracción y homogeneización. En el caso de electro-
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foresis capilar se utilizó tampón Tris-HCl 2,5 x 10–2 M, y sometió a
purificación, centrifugación y filtración antes de su aplicación al sistema
de electroforesis. La metalotioneína es cuantificada por electroforesis
capilar (CZE) utilizando como electrolito tampón fosfato 20 mM entre
pH 5 y 8 y detector UV a 215 nm; o por HPLC con fosfato sódico
10 x 10–3 M, acetonitrilo 2% y 3 x 10–5 M y octanosulfónico a pH 4,6,
flujo de 1 mL/min; columna C18 (250 x 4,6 mm) y detector electroquí-
mico. Cada pico separado es expresado con su tiempo de retención (Rt),
y es designado con un número arábigo. Las Mts son separadas rápida y
facilmente en CZE pero con menor exactitud y precisión que por HPLC.
Los mejores pHs para esta separación de MT en tampón fosfato son para
CZE el pH 8, y para HPLC el pH 4,8.
La separación de isoformas de metalotioneína de liquen (Usnea bar-
bata) se realizó por electroforesis capilar (CZE), mediante el desarrollo
con tampón fosfato 20 x 10–3 M pH 8. Asimismo la separación de isofor-
mas de hígado de trucha Rainbow trout expuesta a cadmio en relación a
truchas control (119). También en el mismo trabajo se presentan los re-
sultados de separación de isoformas de MT de hígado de rata (Wistar)
control y administradas con cadmio. Asimismo se muestran los electrofe-
rogramas en HPLC de isoformas de MT de larva de díptero Parasarco-
faga argyrostoma expuestas a cadmio desarrollada con tampón fosfato
10 x 10–3 M pH 4,8. Finalmente, se muestra la separación de isoformas
de MT de hígado humano recogido de necropsias y expuestas las mues-
tras a campos magnéticos de readiofrecuencia RF de 2,45 GHz durante
20 min. a 1 W y sometidas a electroforesis capilar (CZE). La electrofo-
resis capilar se desarrolla con tampón fosfato 20 x 10–3 M y pH 5 (119).
Los electroferogramas de la electroforesis capilar de liquen, trucha, larva
de díptero, rata y de hígado humano muestran picos de isoformas de
metalotioneína con sus tiempos de retención en comparación a los gru-
pos control.
Los efectos de agentes tóxicos después de inhalación, ingestión y
absorción se dejan sentir principalmente en el metabolismo de los órga-
nos sistémicos, principalmente hígado y riñón, aunque su distribución en
todos los casos es a través de la sangre, excepto en la vía pulmonar, que
en algunos casos de inhalación de polvos de partícula inferior a 3 micras
su acúmulo induce a neumoconiosis. Después de la absorción del tóxico
a través de las tres vías mencionadas éste es transportado por el flujo
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sanguíneo en forma de molécula iónica libre o unido a diversas molécu-
las principalmente lipídicas o proteicas a los órganos de la economía.
Entre ellos los más importantes el hígado para su metabolismo y oxida-
ción y el riñón para su reabsorción, excreción y eliminación. Por supues-
to es esencial la determinación de bioindicadores sensibles al agente toxi-
co a evaluar.
En varias especies se expresan diversas isoformas de metalotioneí-
na, como en liquen U. barbata de los Montes de El Pardo de Madrid;
de trucha arcoiris Rainbow trout expuesta a cadmio (CdCl2), se observó
el aumento hasta seis picos de isoformas de MT que podría significar el
alcance del umbral de detección de alguna de las isoformas no visibles
normalmente respecto a los controles; el análisis de MT en larvas de
díptero Parasarcophaga argyrostoma, después de la exposición a cad-
mio administrado en su alimento se expresan dos isoformas de MT.
Estos resultados muestran el interés de la determinación de MT como
bioindicador de polución y exposición al cadmio y otros agentes tóxi-
cos, y la especificidad de isoformas por especie, de interés en toxicolo-
gía, ecotoxicología y control de polución ambiental (119).
15. METALOTIONEÍNA Y CAMPOS ELECTROMAGNÉTICOS
Por otra parte los iones Fe2+ y Fe3+ tienen la peculiaridad de perte-
necer al único elemento de la Tabla Periódica que es ferromagnéti-
co, mientras el Zn y Cu son diamagnéticos. El comportamiento de los
iones unidos a la metalotioneína, su unión-liberación acaece en los di-
ferentes órganos y células, para la catálisis enzimática y numerosos di-
ferentes mecanismos de reacción, con valores energéticos, rapidez y
labilidad diferentes para cada ion metálico relacionado con la metalo-
tioneína (Fe, Zn, Cu). Hemos establecido mediante investigación coope-
rativa con el Departamento de Física Aplicada III de la Facultad de
Física de la Universidad Complutense de Madrid, que los campos elec-
tromagnéticos (EMFs) modifican las concentraciones en tejidos de la
metalotioneína y algunas propiedades físicas tisulares como conductivi-
dad y permitividad. Estas se ven más alteradas en tejidos de forma
estadísticamente significativa en los casos de sobrecarga de los metales
pesados aplicados Fe2+, Cd2+, Hg2+ y Pb2+ que por Zn, Cu, Co, Ni, Cr y
Mn (97, 100).
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Los resultados, de una parte sobre el sinergismo entre metal pesado
y campo magnético incrementando la permeabilidad de la barrera hema-
tocefálica; y por otra la variación de las características físicas (conducti-
vidad y permitividad) de los tejidos con sobrecarga de metal pesado (Fe2+,
Cd2+, Pb2+ y Hg2+), mientras que otros elementos experimentados Zn, Cu,
Co, Ni, Cr, Mn tienen un efecto menor, hace concluir en la efectividad de
los efectos biológicos de los campos electromagnéticos en función de su
dosis (97-100). Las dosis procedentes de antenas, estaciones de radiofre-
cuencia a la longitud de onda, potencia e intensidad autorizadas, dentro
de las normas establecidas por Ley, en la telefonía móvil están conside-
radas carentes de efectos biológicos para el ser humano. El incremento
de la conductividad y disminución de la permitividad en los experimen-
tos realizados (97, 98) nos lleva a la conclusión de que en la larga discu-
sión sobre la ausencia o presencia de efectos de los campos electromag-
néticos en biomedicina procedentes de antenas de telefonía móvil pueden
tener efectos biológicos adversos en función de su dosis y tiempo, que en
magnetoterapia son controlados cuidadosa y eficazmente. Esta particula-
ridad explicaría que los campos electromagnéticos podrían tener efectos
biológicos desfavorables debido al conocido incremento de la permeabi-
lidad de membranas celulares, de la barrera hematocefálica y de la pla-
centa materna pero siempre en función de la dosis absorbida (SAR =
Specific Absorption Rate) y de las interferencias o bloqueos en determi-
nadas reacciones metabólicas (99, 100).
16. METALOTIONEÍNA Y CÁNCER
Los iones de plomo (Pb2+) cadmio (Cd2+) y mercurio (Hg2+) son co-
nocidos como metales pesados considerados tóxicos y carcinógenos para
la célula viva (101-112). Estos iones al entrar a formar parte de ciertas
moléculas, sin ser su elemento específico, modifican la geometría de la
misma y bloquean su función fisiológica esencial o propia. Ello tiene
diversas repercusiones como: a) escasez de iones metálicos esenciales
y catalíticos para proteínas y actividades enzimáticas; b) inhibición o
bloqueo de las reacciones químicas y enzimáticas de numerosas pro-
teínas; c) inhibición o bloqueo de la cadena de transporte de electrones;
d) se induce un estado de deficiencia del y los elementos esenciales;
e) carencia de la propia molécula que por su propia función esencial
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es sintetizada de novo, con repercusiones diversas como, f) acúmulo del
ion inorgánico u orgánico del agente tóxico y generación de radicales li-
bres. Cualquiera de los pasos de este mecanismo de acción puede indu-
cir, promover o agravar patologías diversas.
La deficiencia de metalotioneína o bajos niveles de la misma privan
a ciertas moléculas y tejidos del aprovisionamiento de iones esenciales
(Zn, Cu, Fe) para la síntesis de ácidos nucléicos y RNA inhibiéndose su
síntesis e influyendo en la proliferación celular tanto correctiva como
cancerosa. Por otra parte elevados niveles de MT proporciona los ele-
mentos esenciales y específicos necesarios para activar la reparación
molecular y del daño al DNA por agentes tóxicos.
Diversos trabajos en animales y en humanos han demostrado que la
determinación en sangre de transcriptos de MT tiene gran utilidad prác-
tica como bioindicadores de niveles de MT en tejidos. Por ello se ha
convertido la determinación de algunas de sus isoformas en sangre en
bioindicador de tumores y cáncer. La deficiencia de metalotioneína o su
baja expresión en sangre y órganos de animales predispone claramente
a intoxicación por iones de metales pesados y a trastornos cancerosos
(107, 108, 112). Su baja expresión tanto en humanos como en animales,
en ratones (ratones null-MT) es considerada por algunos investigadores
como un factor de riesgo de cáncer, modulador de la mutagénesis espon-
tánea (139) y antimutágeno endógeno probablemente por neutralizar
iones reactivos en el núcleo (140) y radicales libres de iones inorgánicos
y orgánicos; y por otra parte se sintetiza MT en hepatocitos en casos de
proliferación celular (109, 125, 141). Otro grupo de investigación ha
demostrado que la metalotioneína (MT) es un bioindicador de prognosis
cancerosa durante el progreso e invasión del estroma y tejido conjuntivo
subyacente de la pared de la vejiga urinaria en el ratón, rata, y también
en cultivos celulares. El mismo grupo proporciona datos evidentes sobre
la manifiesta expresión génica de la isoforma de MT-3 proponiéndola
como bioindicador del desarrollo de cáncer de vejiga urinaria y que la
expresión del gen de MT-3 no está implicado en la transformación
maligna in vitro de células UROtsa por Cd2+ y As3+ (142).
En humanos, la expresión de metalotioneína muestra grandes variacio-
nes individuales (112, 143, 144), por ello es significativo que en muestras
control de hígado humano las concentraciones de metalotioneína varíen
entre amplios límites, cuya razón de momento se desconoce. Su variación
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oscila entre 0 y 104 mg/g tejido hepático humano (71, 145-147). Su ex-
presión en sangre y tejidos refleja la multiple expresión de familias de
genes a las que algunos investigadores han propuesto que esta ubicua pro-
teína y sus numerosas isoformas están codificadas en humanos por diez
genes funcionales (110, 148-151). El polimorfismo genético de una gran
familia de genes refleja a su vez el polimorfismo de isoformas y subiso-
formas que se han relacionado en la literatuta científica y otras que quedan
por detectar y aislar. Este hecho jusifica que en humanos se presente una
gran variación individual de la expresión de metalotioneínas. Está ple-
namente justificado que la MT es una proteina reductora, de defensa en
el equilibrio redox celular y liberadora de iones catalíticos a las multiples
reacciones metabólicas y de la cadena de transporte de electrones.
Las numerosas isoformas de metalotioneínas detectadas con anterio-
ridad (30, 31, 35, 38-41), recientemente han sido puestas de manifiesto
de forma independiente y adscrito momentáneamente una función bioló-
gica, con significado biomarcador para la mayoría de ellas, aunque múl-
tiple para determinadas isoformas y organoespecificidad para otras (110,
149-153). Otros autores han señalado la implicación de niveles elevados
de metalotioneína como protector de mutagénesis y carcinogénesis, con
un efecto supresor de la mutagénesis espontánea en la inducción en cul-
tivo de células G12 y V79 que contienen el gen gpt de Escherichia coli
como diana de mutagenicidad. Simultaneamente en ratones desnudos con
niveles bajos o inexistentes de MT-I y MT-II (MT-null mice) se observa
gran incremento de micronúcleos respecto a ratones normales tomados de
control, lo que sugiere que la MT actúa como factor antimutágeno (152).
Asimismo la MT se encuentra expresada en tumores de lengua, en cuyo
estudio comparativo con el receptor-Fas (APO-1, CD95) y la proteína
Bcl-2, se estableció que salvo esta última, la MT y el receptor Fas se
hallaron expresados de forma manifiesta así como una reducida apopto-
sis (154). Estos mecanismos protectores deben ser contrastados y evalua-
dos para otros tóxicos no experimentados todavía.
Recientemente ha sido propuesto para la isoforma MT-1E que su
RNA-mensajero se expresa de forma diferencial en receptores estróge-
no-positivo y receptores de estrógeno-negativo, en cultivos celulares de
cáncer de mama. Por tanto la MT-1E podría tener significados especí-
fico y funcional en los receptores de estrógeno-negativos de los cánceres
de mama ductal invasivo, posiblemente mediados por receptores de es-
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trógenos negativos (153). La metalotioneína se ha encontrado también
acusadamente elevada en el «esófago de Barret» al que conduce una
irritación crónica de la pared esofágica por reflujo de jugo gástrico, de
naturaleza ácida. Una vez instalado, se caracteriza el «esófago de Ba-
rret» por una metaplasia columnar que sustituye al normal epitelio es-
camoso estratificado en el tercio inferior del mismo. El esófago de Barret
es considerado una lesión premaligna que en algunos pacientes conduce
a «adenocarcinoma de esófago», un cáncer cuyo conocimiento (progno-
sis) va in crescendo en la Unión Europea y la metalotioneína es consi-
derada marcador de la progresión desde el estado fisiológico normal al
estado de esófago de Barret (155).
Han sido también evaluados en humanos los niveles elevados de MT
como bioindicador de cáncer de próstata, cuya MT se halló tres-cuatro
veces más elevada en los tejidos prostáticos reseccionados de pacientes
con hiperplasia benigna de próstata que en las muestras de tejido can-
ceroso, lo que indica el aumento de expresión de MT como bioindicador
de cáncer de próstata en humanos (156), con resultados análogos para
la especie canina (157).
El mecanismo de acción primario de la metalotioneína puede ser
comparado con el mecanismo de oxidoreducción celular, mediante su
interacción con los iones de metales pesados bivalentes y los de natu-
raleza orgánica. Acaece por la gran afinidad de los grupos tiólicos (-SH)
existentes en los aminoácidos azufrados de la MT con elementos cata-
lliticos esenciales y cediéndolos a las enzimas de síntesis de ácidos
nucléicos, DNA y RNA y reparadoras. Interviniendo en la protección e
indemnidad de los puentes de hidrógeno y enlaces de proteínas, DNA y
RNA. En el ambiente oxidoreductor celular participan algunos de los
compuestos reductores: cisteína, metionina, tripéptido glutation y nu-
merosas proteínas como la misma insulina, transferrina y ferritina. En
algunos de los efectos por agentes tóxicos e inductores de la expresión
de MT participan numerosas enzimas y proteínas con grupos prostéticos
como el hemo, y otros grupos activos que contienen hierro, cobre, zinc,
selenio, manganeso, etc. Los iones esenciales pueden ser sustituidos por
iones de metales pesados tóxicos como Pb2+, Cd2+, Hg2+, Tl2+, etc. Por
tanto, estos iones bloquean numerosas moléculas durante el metabolis-
mo energético, de la cadena de transporte de electrones productora de
energía, y del ciclo del citocromo P-450 seriamente implicado en la
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detoxificación del organismo humano. La metalotioneína siendo una
proteína reguladora del metabolismo que libera iones esenciales y cata-
líticos interviene en numerosos procesos bioquímicos (87).
17. METALOTIONEÍNA BIOINDICADOR EN ANÁLISIS
17. CLÍNICOS
La expresión de metalotioneína en sangre es un bioindicador de
la expresión de MT en tejidos. Bajos niveles de MT en sangre es bio-
indicador de susceptibilidad a intoxicaciones y procesos tumorales
y cancerosos (110-112). Los más recientes datos sobre número, fun-
ción y determinación de MTs como bioindicador en análisis clínicos
han sido proporcionados mediante la reacción en cadena de polimera-
sa-transcriptasa reversa en tiempo real (RT-PCR) (153), e inmunohisto-
química (110-112, 154, 156, 157) y ensayo de unión cadmio-hemoglo-
bina (155).
Las numerosas isoformas y subisoformas están en discusión sobre su
número, su significado y su función específica para cada una de ellas.
Iones de elementos tóxicos inducen múltiples isoformas moleculares de
MT, algunas de escasa concentración son débilmente expresadas y difi-
cilmente detectadas y evaludas por la escasa sensibilidad de los aparatos
y técnicas actualmente disponibles. En las Figuras 3A-3D, 4A y 4B y
principalmente en las correspondientes inducidas por el zinc (Figura 4A)
y el cobre (Figura 4B), elementos esenciales, se observa un mayor nú-
mero de isoformas, hasta nueve, aunque débilmente expresadas debido
a su escasa concentración y a la escasa sensibilidad de los aparatos ac-
tualmente disponibles. El perfil es específico e individual de cada elemen-
to (31). Otros autores proponen dos isoformas y múltiples subisofor-
mas (4, 5). Otros autores mediante la reación en cadena de polimerasa-
transcriptasa reversa en tiempo real (RT-PCR) proponen un mínimo de
cuatro isoformas, de las cuales mientras que la I y la II están ampliamene
distribuidas y expresadas, propone que la MT-3 es específica en cerebro
y la MT-4 se la adscribe al epitelio escamosoestratificado (110-112).
Otros autores proponen un número superior de isoformas procedentes de
la expresión de diez genes específicos y funcionales (148-151). Creemos
que todo este planteamiento es provisional y que en los próximos años se
aclarará definitivamente, estructura y función de cada isoforma, así como
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la especificidad de cada una de ellas como bioindicador de diagnóstico y
patología en la clínica.
El análisis rápido y rutinario de metalotioneína y sus isoformas para
análisis clínicos, tropieza con la lentitud para una rápida evaluación
cuantitativa, en diversos sistemas espectrométricos, electroforesis capi-
lar, de cromatografía de alta resolución y técnicas inmunohistoquímicas.
Sin embargo los elementos minerales bioindicadores de patología, con-
taminación y polución son de cuantificación rápida y de evaluación
precisa mediante diversas técnicas espectrométricas. Se ha intentado
poner a punto diversas técnicas de radioinmunoensayo, pero no propor-
cionaron resultados claros, sensibles y repetitivos. Tal vez por el bajo
peso molecular de la metalotioneína de 7 kDa y su dificultad de generar
anticuerpos idóneos. Es difícil establecer una reacción estable y repeti-
tiva antígeno-anticuerpo para esta llamada pequeña proteína, por debajo
del límite entre péptidos y proteínas establecido en 10 kDa.
La metodología disponible de técnicas instrumentales, aparataje de
separación y purificación y diversificación de sistemas de HPLC asocia-
da con diversas técnicas de espectrometría analítica actualmente disponi-
bles significan un proceso largo y no aplicable para análisis clínicos. Todo
ello a pesar de que estas técnicas están homologadas, aceptadas y de
garantía de calidad para determinados análisis. La existencia y presencia
en sangre y tejidos de diversas isoformas y subisoformas de metalotioneí-
na (5-7) y otras en discusión, que se manifiestan en el perfil cromatográ-
fico en varios sistemas de HPLC y de HPLC-ICP-MS (high performance
liquid chromatography-induced coupled plasma-masspectrometry) (31,
35, 39-42)  hacen que se pueda determinar el incremento de una determi-
nada isoforma en individuos expuestos frente a controles con excesiva
lentitud, por lo tanto en estas circunstancias no es de aplicabilidad en
análisis clínicos, aunque sea útil para otros objetivos.
En gel de poliacrilamida se separaron cuatro isoformas (30), y en
electroforesis capilar las isoformas con menor resolución y exactitud
(41-47). Los sistemas de HPLC representaron una manifiesta mejoría
debido a la cuantificación de las áreas de numerosos picos de isoformas
y subisoformas (29-31, 34, 35, 38-40), y recientemente los sistemas más
sofisticados HPLC-ICP-MS (high performance liquid chromatography-
induced coupled plasma-masspectrometry) aplicados representan una
mayor exactitud y precisión (5, 6, 58). Sin embargo no están momenta-
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neamente automatizados para análisis clínicos de rutina. Por ello es de
interés el desarrollo y su aplicación para análisis como bioindicador
de toxicidad y patología. Como anteriormente se ha explicado son diez
genes los que expresan MTs con probables funciones y especificidades
diferentes (148-151).
18. EPÍLOGO
El número de publicaciones/año sobre metalotioneínas crece conti-
nuamente en sus vertientes básica y aplicada; y parece ser que los
ámbitos de mayor significación lo comparten como bioindicador mole-
cular de daño celular como intoxicaciones y también como bioindicador
de sensibilidad ante procesos tumorales y cancerosos. Ambas facetas se
observan bajo el prisma de la toxicología y la segunda también sobre
tumorigénesis y cáncer. En la primera faceta, mencionada como bioin-
dicador de exposición, polución y contaminación de algunos elementos
minerales, no es a priori su función bioquímica específica. Sin embargo,
se considera bioindicador de disregulación orgánica molecular y pato-
lógica además de por exposición y toxicidad. Su significado como bio-
indicador debe concretarse no solo para iones minerales inorgánicos,
organometálicos y orgánicos, sino también para cuantificar y evaluar
efectos nocivos, tóxicos y patológicos en el organismo humano, antes de
que pueda manifestarse una clínica con signos y síntomas. Ese es el
verdadero significado bioindicador, es decir, al iniciarse los primeros
cambios moleculares de una futura patología.
El aporte y cesión o liberación de iones esenciales, activos y cata-
líticos por parte de la metalotioneína, a los órganos de la economía lo
podemos considerar relacionado con la regulación homeostática de nu-
merosas metaloproteínas y actividades catalíticas enzimáticas en los
respectivos órganos y sistemas inmune, nervioso y reacciones neuroen-
docrinas. Sus diversas isoformas y subisoformas dependen de una gran
familia de genes, se ha señalado que diez, cuya expresión se estimula
por la presencia de iones catalíticos y tóxicos, tanto inorgánicos como
orgánicos, aportados o no por la misma metalotioneína. Estos pueden
activar simultaneamente varios de sus genes y actuar sobre la expresión
génica de las metalotioneínas y otras proteínas de defensa humoral ante
las agresiones.
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En relación a sus aspectos metabólicos y significado homeostático,
la metalotioneína participa en la homeostasis del hierro, zinc y cobre.
Su bloqueo por iones o agentes tóxicos o carcinógenos y consiguiente
pérdida de su actividad biológica específica de la molécula, lleva a su
acumulación en el tejido diana afectado y a la síntesis de novo. La
sensibilidad de la MT a los agentes bloqueantes tóxicos y consiguiente
acumulación es determinante y permite ser evaluada cuantitativamente
y considerada bioindicador de exposición y toxicidad y predicción de
patología molecular. En este capítulo se ha expuesto nuestra propuesta
de que la metalotioneína no solo está relacionada con la homeostasis de
los iones zinc y cobre, sino también con la del hierro, juntamente con
la transferrina, en la absorción, transporte y liberación de iones Fe2+ en
las células diana de la médula ósea y otros tejidos.
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